




























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































比重 2．12～2．17 2．12～2．17 1．72～1．76
融点［℃］ 295～310 270 155～170
接触角（対水）［度］ 115 ll4 96
引張強さ［MPa］ 19～56 19～22 42～55
曲げ弾性率［MPa］ 647～686 539～637 1300























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































　　 　 　 　 　　　　0
　　　　　　　Time［ms】　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Time【ms】
　　　（a）波長633nmレーザ　　　　　　　　　　（b）波長532nmレーザ
　図4－18　レーザを受光した電圧波形における小径ビーズ通過による波形変化
5
4．4．2　血液を用いた検出実験
　4．4．1節では，レーザ受光用電子回路を作製し，研磨加工したファイバ端面のコア部分の
小さな凹凸やうねりがレーザの投光や受光に対して問題がなく，小径ビーズの通過による
電圧波形の変化を確認することができた．次に，マイクロ流路に血液を送液し，小径ファ
イバとレーザ光を用いて血球を検出した．
　実験で使用した装置は前節の図4－15に示す概略図と同様である．自己血を生理食塩水で
希釈しマイクロ流路に送液し，赤血球を検出する予備実験を行った．検出用レーザには波
長633nmのHe－Neレーザまたは赤血球の吸光度が高い波長532nmの半導体レーザを用い
た．光学顕微鏡に取り付けた高速度ビデオカメラによって，マイクロ流路内の小径ファイ
バ挿入位置を流れる血液を観察した写真を図4－19に示す．さらに，レーザの光路上に赤血
球が進入し，赤血球がレーザ光を遮光しながら通過した時の受光結果を図4－20に示す．実
験の結果，赤血球の通過による電圧波形の変化が僅かであることがわかった．レーザ強度
が小さいことなどから検出感度が十分には確保できないことと小型化などの影響によって
電圧波形にノイズが含まれていることがわかる．このため，電圧波形変化から赤血球の通
過を判断することは難しい．電圧波形変化が僅かである原因として，赤血球におけるレー
ザ光の吸収が小さいこと，純水中のラテックスビーズに比べて生理食塩水中の赤血球は屈
折率比が小さいこと，球形状の小径ビーズに比べて赤血球は円盤のような形状であるため
レーザ光の散乱が小さいことなどが考えられる．
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F1°
Blood　cell
Optical　fiber
図4－19　マイクロ流路のファイバ位置を流れるlilL球
図4－20
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　　　　　　　　　　　　Time【m8】
波長532nmレーザを受光した電圧波形におけるIfil球通過による波形変化
o
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4．4．3　高感度受光用電子回路による血球検出実験
　検出システムを用いた予備実験において，小径ビーズの通過では大きな電圧波形の変化
が検出されたが，赤血球の通過では電圧波形の変化が僅かであった．そこで，レーザ受光
用電子回路を改良することによって，赤血球の通過による電圧波形変化を拡大することを
試みた．検出精度の確認を行うために，赤血球の透過光を測定する予備実験を行った．
　レーザ受光用電子回路は次の2つの機能を追加し改良した．1つ目は，受光した信号の
変化量を拡大するために，アナログ信号の増幅率を改良前の10倍程度に増加させた．2
つ目は，赤血球の通過による信号変化とノイズとを分離させるために，赤血球の通過が確
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認できるようなサンプリング周波数を考慮し，そのf1沿’周波数（1kHz～10kHz）のみを取
り出すフィルタを設けた．図4－21（a）に示すような回路を設計し，図4－21（b）に示すような
改良したレーザ受光用電子回路を作製した．このレーザ受光用電Hr：1路を検証するために
簡易的な予備実験を行った．図4－22に実験で使用した装置の概略図を示す．スライドガラ
ス上に赤血球を重複が起こらないように生理食塩水とともに付着させ，その後スライドガ
ラスを面方向に移動させることによって，レーザの光路ヒを赤1｛IL球が通過する時のレーザ
光の変化を測定する予備実験を行った．投光側ファイバにレーザを照射し，受光側ファイ
バに受光用電子回路を接続することによって，受光したレーザ光を電圧波形として測定し
た．そして，レーザ受光用電子回路をオシロスコープに接続し，計測したDC信ム3・の変化
部分を抽出するためにAC信号に変換して波形変化すなわちレーザ光の変化を測定した．
検出用レーザには波長633nmのHe－Neレーザよりも赤血球の吸光度が高い波長532nmの
半導体レーザを用いた．流路内を流れる場合と同程度の速度でスライドガラスを移動させ，
ガラス1：の赤血球がレーザ光を遮光しながら通過した時の受光結果を図4－23に示す．小径
ビーズの場合と類似した電圧の波形変化を示した．これらの結果，レーザ受光用電子回路
を改良することによって赤血球が通過した時の波形変化を確認することができた．
…
??
?
1　＼i…
「一一’一一一一一一一一一一一一一一一一’一’一一一一一一一一 秩|一一「
＜
（a）回路図
　　　　　　　　　　　　（b）受光ボックス内の電子回路
図4－21受光用ファイバのレーザ光を計測するための改良後のレーザ受光用電子回路
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Physiological　salt　solution　　　　　　Electronic　circuit
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　fbr　receiving　laser
　　図4－22　検出予備実験に使用した実験装置の概略図
??【〉］
?????
』Cro
1
PaSsage　ofblood　cell
　　．1
　　　　0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5
　　　　　　　　　　　　Time［ms］
図4－23　改良したレーザ受光用電子回路を用いた血球検出
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4．5　マイクロ流体デバイスを用いた検出実験
4．5．1　シングルファイバによる血球検出
　前節では，検出のf’備実験を行うことによって，端面を研磨加Ilした小径ファイバがレ
ーザの投光や受光において問題がないことを検証し，また，赤血球が通過した時の波形変
化を確認することができ，作製したレーザ受光用電臼司路が有効であることがわかった．
次に，マイクロ流路内を整列して流れる血球数を計測することを目標として，検出のため
の小径ファイバと血球整列のための小径パイブを挿入したマイクロ流体デバイスを用いて
赤血球の検出を試み，本システムによる血球計数についての検討を行った．
　図4－24に実験で使用した装置の概略図を示す．流体の観察には光学顕微鏡に取り付けた
高速ビデオカメラを用いた．血球検出実験では，投光側ファイバにレーザを照射し，流路
内で対向する受光側ファイバにレーザ受光用電子回路を接続することによって，受光した
レーザ光を電圧波形として測定した．そして，レーザ受光用電子回路をオシロスコープに
接続し，計測したDC信号の変化部分を抽出するためにAC信号に変換して波形変化すな
わちレーザ光の変化を測定した．検出用レーザには，赤血球の吸光度が高い波長532nmま
たは波長405nmの半導体レーザを用いた，マイクロ流路には，小径パイプ流路に流人す
る支流路に生理食塩水で希釈した自己血を送液し，小径パイプの外周部分に流出する支流
F°cusi”g_．
Capillary　pipe
physiological　saline
High　speed　camera
　　　　　　　　　Optical　microscope
　　　Photodiode
　　　　Optical　fiber
　　　　　Blood　cell薮＿耐
　Laser　oscillator
　（1）Semiconductor　laser十Condenser　lens
　　　（Wavelength：532nm，　Power：20mW）
　（2）Semiconductor　laser十Condenser　lens
　　　（Wavelength：408nm，　Power：5mW）
図4－24　血球検出実験に使用した実験装置の概略図
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路に生理食塩水を送液しだ，送液にはシリンジポンフをii］いた，図4－25（a）は小径ハイフの
出口部分でバイフ内から吐出する流［れとバ（ブの外周部〔ノ瑞［れとが合流する位置を光t’｝題1
微鏡で観察した写真である．血1夜と生理食塩水の合流部においてlllL液の流れの全周を生理
食塩水のシースフロー一で覆うことによって血球が整列していることがわかる．主た，この
合流位置σ）3mmド流部に配置した検出用ファイバ部分を観察した写真を図4－25（b）に・1こす．
対向する2本のファイバの中央付近をliiL球が整ダllして流れていることが確認できた．次に，
投光用ファイバによって流路内に波長532nmのレーザを照射し，受光用ファイバと受光
用電子回路を用いてこの時のレーザ光を測定した．測定した電圧波形を図4－26に示す．赤
血球が流路内のファイバ部分を通過した時の電圧波形変化を確認することができた．また，
流路内を並んで流れる赤lin球を観察した画像と，その時に受光したレーザ光の電圧波形と
Flow
← 　Blood　cell
Capillary　pipe
　Saline
←
＜－
Blood
＜一Saline
Opt
（a）小径パイプ合流位置　　　　　　　　　　　　　（b）検出位置
　　　　　　　図4－25　マイクロ流路におけるiilL液の流れ
　0．310
Σ0．305?
?
00．300＞
　0．295
∠－
Passage　ofblood　cel1
　　　0　　　　　0．005　　　　α01　　　　0．Ol5　　　　0．02　　　　0．025　　　　0D3
　　　　　　　　　　　　　Time［sec］
図4－26　流路内を整列して流れる血球を検出した電圧波形
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を図4－27に示す．下流方向に向かって並んで流れる赤血球の間隔（整列状態）と，電圧波形
が変化する時間間隔とが対応していることがわかる．また，ファイバのコア径が50μmで
あるため流路内に照射されるレーザ光の直径も50μm前後であるが，赤血球の直径が約8
μmであるため，レーザの光路上に2つ以Eの赤血球が同時に存在する可能性がある．図
4－27において，間隔が50μm以下に近接して流れる2つの赤血球や重複して流れる2っの
赤血球がファイバ位置を通過した場合は，電圧波形の変化量が大きくなることや，極小値
が2つ現れることなどがあった．このように顕微鏡と高速ビデオカメラを用いて赤血球を
観察した結果とファイバによる赤血球検出結果とが一一致していることが確認できた．ただ
し，赤血球の通過による電圧波形変化は，同じ変化率や同じ傾向の波形ではなく，流れて
いる赤血球毎に異なる．この原因として，流路内に照射されたレーザ光の強度分布が均一
ではないことや，レーザの光路に対して赤血球が通過する位置が僅かに異なることや，赤
血球が円盤形状であるためレーザの光軸に対する赤血球の姿勢などが考えられる．波長
405nmの半導体レーザを用いた場合も同様な結果が得られた．これらの結果から，この検
出システムが赤血球の計数を行うマイクロ流体デバイスに応用できると考えられる．
0．310
Σ0・305?
8田00
O．295
　　－0．025
Chamel Blood　ce‖ Laser?
’
ザ、 →｝〔 Flow
i1．4μLω
????????????????????????????
of　two　bbod
　　　　　　　　　　　　　／bbod　ce皿　　　　　　　　　　Passage　oftwo　　cell　　blood　ce11
?
一〇．02 一〇．015　　　　－0．01　　　　－0．005
　　　　Time［sec］
0 0．005
図4－27　流路内を整列して流れる血球の観察結果とその血球を検出した電圧波形
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4．5．2　ダブルファイバによる検出精度の向上と流速測定
　4．5．1節では，小径ファイバと小径パイプを挿人したマイクロ流体デバイスを用いて，血
球を整列して流し，流路内のファイバ位置を赤血球が通過した時の電圧波形変化を確認で
きた．さらに，近接や重複して流れる2っの赤血球も電圧波形変化から確認することがで
きた．しかし，どの場合にも確実な重複判別ができるとは限らず，また赤血球の通過によ
る電圧波形変化は，同じ変化率や同じ傾向の波形ではなく，流れている赤【血球毎に異なる
こもわかった．対策として，赤血球を等間隔で流すことや，血球の姿勢を同・方向に維持
した状態で流すことが考えられるが，高粘性のマイクロ流体であるため僅かな状態の変化
の影響を受けることにより流れが安定しないことや流路が非常に複雑になるため，実現性
は乏しい．そこで，血球検出の精度向上を目的として，2組の検出用小径ファイバを挿人
したマイクロ流体デバイスを作製し，2種類の波長のレーザとこのデバイスを使用して，
血球計数の可能性を検討した．同時に，赤血球の流速測定も行った．
　4．3節で述べたマイクロ流路やファイバ固定用の微細溝加工と同じ加1：条件によって，2
組の検出用小径ファイバを挿入したマイクロ流体デバイスを作製した．図4－28は流路とフ
ァイバ固定用溝に2組の小径ファイバを挿入した部分のSEM観察写真である．また，図
4－29は作製したマイクロ流体デバイスをガラス基板側から光学顕微鏡で観察した写真であ
る．小径パイプ流路が合流する位置から3mmF流部に第1検出用ファイバを配置し，さ
らに，05mm下流部に第2検出用ファイバを配置した．したがって，2組のファイバの軸
間距離は05mmである．
　2本の投光用ファイバから流路内に波長532nmと405　nmのレーザをそれぞれ照射し，
2本の受光用ファイバでそれぞれ受光し，受光用電子回路を用いてそれぞれのレーザ光を
測定した．45」節と同様な実験方法で血液送液実験を行った．測定した電圧波形を図4－30
に示す．赤血球が流路内の第1検出用ファイバから第2検出用ファイバまで流れる時間だ
け電圧波形変化の時間差があることがわかる．また図4－30（a）の結果では，第1検出用ファ
イバによる電圧波形変化は僅かであったが，第2検出用ファイバによる電圧波形では変化
が大きく現れる場合もあった．図4－30（b）の結果では，第2検出用ファイバによる電圧波形
変化から赤血球の重複は確認できるが個々の赤血球を判別しにくい．　・方，第1検出用フ
ァイバによる電圧波形ではそれぞれの赤血球が明確に確認できる場合があった．これらの
結果から，2組の検出用小径ファイバと2種類の波長のレーザを使用することによって，
血球計数の精度を向上させられる可能性がある．
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図4－28　2組の小径ファイバを挿入した3層目までの微細溝のSEM写真
Optical　fiber
（2nd－fiber）
Optical　fiber（lst－fiber）
Main　channel
＜←■■IBtood
Capillary　pipe
図4－29マイクロ流体デバイスにおける小径パイプ流路と2組のファイバを
　　　　ガラス基板側から観察した写真
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　　　　　　　　　　　　（a）同一赤血球検出例
　　　　　　　　　　　　　　　　　　ls－fib　er（532㎜）
　　　　　　　　　←．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Σ
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　　　　　　　　　　2nd－fib　er　（405nm）
　　　　　　　　0　　　　　　　　　0．Ol　　　　　　　　O．02
　　　　　　　　　　　　　　Time［sec］
　　　　　　　　　（b）　重なって流れる赤血球検出例
図4－30　流路内を整列して流れる血球を2組のファイバで検出した電圧波形
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　次に，赤血球の流速測定について検討した．1つの赤lflL球が流路内の第1検出用ファイ
バと第2検出用ファイバ部分を通過した時の電圧波形変化の時間差を測定することによっ
て，赤血球の流速を算出した．受光用電子回路を用いてレーザ光を測定した電圧波形を図
4・・31に示す．この場合は電圧波形変化の時間差は約11．6msecであり，2組のファイバの軸
間距離0．5mmとこの時間から流速を算出した．シリンジポンプによる全流量が46μL／min
の時に，赤血球の流速は43mm／sであった．さらに，顕微鏡と高速ビデオカメラを用いて
赤血球を観察した動画をもとに赤血球の流速を概算した結果と，2組のファイバで計測し
た流速とが一致した．
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図4－31　同一の赤血球が2つのファイバ位置を通過する電圧波形変化の時間差
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4．　6結言
　μTASにおける検出システムには，微量な流体を扱うため定量性と十分な検出感度が
必要であり，同時に，小型化が求められる．そこで，本研究ではマイクロ流路内を整列し
て流れる血球数を計測するために，小径ファイバとレーザ光を用いた検出システムを考案
した．そして，エキシマレーザ加工と樹脂ラミネート法を用いて，血球整列のための小径
パイプを挿入したマイクロ流体デバイスに検出のための小径ファイバを挿入することを検
討した．さらにレーザ受光用の電子回路を作製し，マイクロ流体デバイスに自己血を送液
してマイクロ流路内を流れる血球の検出を行った．結果は以ドのとおりである、
①小径ファイバ端面の研磨加工
　・外径140μmの石英ガラス製バルクファイバの端面を研磨加1：した結果，レーザを投
　　光および受光する直径50μmのコア部分では，表面粗さ約0．04μmRa，約1．0μmPV，
　　うねり0．05μmPVの鏡面加工が得られた．
②小径ファイバを挿入したマイクロ流体デバイスの作製
　・エキシマレーザ加工と樹脂ラミネート法を用いて，血球検出のための小径ファイバと
　　血球整列のための小径パイプを挿入したマイクロ流体デバイスを作製した．
　・マイクロ流路およびファイバ固定用溝は良好な形状に加r．することができ，デバイス
　　に対する小径ファイバの固定や流路に対するファイバの位置決めが確実にできた．
③受光用電子回路の作製とレーザによる検出予備実験
　・レーザ受光用回路を作製した．
　・流路に平均粒径10μmのラテックスビーズを拡散させた純水を送液し，レーザの光路
　　上を小径ビーズが通過する時のレーザ光の変化を測定することにより，小径ビーズの
　　通過による電圧波形の変化を確認することができた．
　・赤血球の流れの測定では，レーザ光の遮光が小さいため，赤血球の通過による電圧波
　　形の変化が僅かであることがわかった．
　・以上のデータをもとにレーザ受光用電子回路の改良を行った結果，赤血球が通過した
　　時の電圧波形の変化を確認することができた、
④マイクロ流体デバイスを用いた検出実験
　・小径ファイバと小径パイプを挿入したマイクロ流体デバイスに血液と生理食塩水を送
　　液し，流路内を流れる血球の検出を試みた．小径パイプから吐出する血液と主流路の
　　生理食塩水との合流部分において，血球の流れが生理食塩水によって全周から絞られ，
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　　血球が一一列に並ぶ状態が確認できた、さらに，整列した赤血L球がド流部のファイバ位
　　置を通過した時の電圧波形変化を確認することができた．
　・顕微鏡に取り付けた高速ビデオカメラを用いて赤血球を観察した結果とファイバによ
　　る赤血球検出結果とが一致した．さらに，観察した動画をもとに赤血球の流速を概算
　　した結果とファイバで計測した流速とが一致した．
　・2組の検出用小径ファイバと2種類のレーザを使用することによって，血球計数の精
　　度を向上させる可能性があることがわかった．
　以上の結果から，本研究で考案した小径ファイバとレーザ光を用いた検出システムが，
赤血球の計数に十分使用できることがわかった．また，ダブルファイバによる検出システ
ムは，今後の血球計数への応用を研究していく段階において，検出精度のような機能向」二
や性能向上に役立っ技術であると期待できる．本システムは，従来のセルカウンターを非
常に小型化できる可能性があり，POCTを目的としたユビキタス血液検査に応用できると
考えられる．
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第5章　結論
　本研究では，多品種少量生産が必要となるような場合やμTASの研究開発におけるマ
イクロ流体デバイスの製造などにおいて，多種多様な流路形状に対応するためにはレーザ
加工が最適であると考え，レーザ加工技術と樹脂ラミネート法を組み合わせたマイクm流
路作製技術を提案しプロセスの最適化と，血液検査用マイクロ流体デバイスへの応用を検
討した．主な研究成果は以下のとおりである．UVレーザによるマイクロ加ll技術の確立
に取り組み，フッ素樹脂に擬似毛細血管流路へ適用可能な微小穴を加llできた．さらに，
レーザ加工とラミネート樹脂の積層化によるマイクロ流路加工技術の確立に取り組み，小
径パイプや小径ファイバなどの微小部品を組み込んだ3次元立体流路を作製することがで
きた．また，従来のようなポンプや電気泳動力などの流体駆動機器を使用せずにマイクロ
流路内の液体を送液する方法として，重力を利用した流体駆動方法を考案した．そして，
血液検査用マイクロ流体デバイスへの応用を検討し，血球整列ユニット，血球変形能観察
ユニット，流体駆動ユニットなどを集積化したマイクロ流体デバイスを作製し，液体に加
わる重力を利用して血液を駆動でき，さらに血球整列と赤血球の擬似毛細血管流路の通過
を確認できた．最後に，血球計数を目的として，小径ファイバとレーザ光を用いた検出シ
ステムを考案し，流路内を整列して流れる血球を検出することができた．本章では，各章
で得られた具体的な研究成果をまとめて総括を述べる．
　第2章では，マイクロ加工技術とマイクロ流路作製技術にっいて述べた．本研究では，
ポリイミドの熱硬化性ラミネートフィルムと，血液などの生体物質を対象とするため機水
性，耐薬品性，光透過性に優れたフッ素樹脂に注目した．しかし，フッ素樹脂はレーザ加
工，切削加工，エソチング加工など多くのマイクロ加工において，一一般的に加工が難しい
材料である．そこで，これらの材料に対してUVレーザによるマイクロ加工技術の検討を
行った．さらに，マイクロ流路の作製を行い，プロセスの最適化を行った．以ドの結果が
得られた．
（a）レーザによる熱硬化性ラミネートフィルムへのマイクロ加工技術
　　フルエンスと加工深さとの関係や，レーザ照射パルス数と加工深さとの関係など，熱
　　硬化性ラミネートフィルムに対するエキシマレーザ加工条件についての最適化を行っ
　　た．必要に応じた断面形状や深さの微細溝を作製でき，血液検査用流路として適用可
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　　能な加工面粗さの微細溝が得られた．これによって，三又構造の微細溝，幅が変化す
　　る微細溝，深さが変化する微細溝などが加1二可能となり，簡易にマイクロ流路となる
　　微小空間を形成できる新しい加［技術を実現した．
（b）レーザによるフッ素樹脂へのマイクロ加’11技術
　　波長248nmに比べて波長193nmのエキシマレーザは，加工形状のコントロールが容
　　易であることを明らかにした．次に，3種類のフッ素樹脂材料を比較した結果，PFA
　　とFEPでは流路を形成することが難しく，　EFEPでは流路の形成が可能であることを
　　示し，EFEPへの加工ではアスペクト比が1前後の穴形状ではレーザ照射パルス数と
　　加工深さとが比例関係となるような加工条件を得ることができた．これらによって，
　　従来は加工が困難であったフッ素樹脂フィルムに，マイクロ流路となる微小空間を形
　　成するための微細溝や微小穴の高精度加工を実現した．
　　　さらに，微小径の穴加工や微細溝加工では，穴が貫通するまでは加工面粗さは悪い
　　が，穴が貫通した後のレーザ照射回数を増加させることにより，穴側面が少しずつ除
　　去されていき，穴側面の加工面荒れが小さくなることを見出した．この効果によって，
　　流路として適用可能な加工面粗さの微細溝や微小穴の加工技術を確立した．
（c）フッ素樹脂フィルムへのレーザ加工面の評価
　　レーザ加工面の評価を行った結果，FTIRによる測定および濡れ性試験では，加E後の
　　特性変化がないことを確認した．この結果から，レーザ加工によってフッ素樹脂の特
　　性を有したマイクロ流路を作製可能であることを示した．
（d）マイクロ流路の作製技術
　　熱硬化性ラミネートフィルムの積層とレーザ加工によるマイクロ流体デバイスの作製
　　プロセスを考案し，さらにフッ素樹脂フィルムと熱硬化性ラミネートフィルムとの積
　　層とレーザ加工によるマイクロ流体デバイスの作製プロセスを考案した．熱硬化性樹
　　脂を用いることによって流路壁面が変形することなく，流路となるマイクロ空間を形
　　成することができた．一方，フッ素樹脂フィルムは熱可塑性樹脂であるが，樹脂ラミ
　　ネート法において，流路の天井と底面を形成している上下のフィルムの変形を2μm
　　以下にすることができた．この方法によって，用途に応じた複数の材料で形成される
　　3次元立体流路をもっマイクロ流体デバイスの作製技術を新たに開発した．
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　第3章では，2章で検討したマイクロ加工技術とマイクロ流路作製技術をもとに，血液
検査用μTASの構成要素となる数種類のマイクロ流体デバイスを作製し，それぞれに自
己血を流し血球の観察を行った、以Fの結果が得られた．
①三又構造マイクロ流路および小径バイプ挿人マイクロ流路を用いた血球整列
　　流路深さが45μmである三又構造マイクロ流路を用いて血液送液実験を行った結果，
　　サイド支流路の生理食塩水の圧力を高くすることによって三又構造流路の合流位置で
　　血液の流れ幅が絞られた状態で流れることが確認できた．次に，CAEを用いて外径
　　100μmの小径パイプを挿入した流路の設計を行い，エキシマレ…一一ザ加工，微細放電
　　加工，樹脂ラミネート法によって小径パイプ流路を持つマイクロ流体デバイスを作製
　　した．血液送液実験を行った結果，血液と生理食塩水の合流部分において，血球の流
　　れが生理食塩水によって全周から絞られ，血球が流路に対して一直線hに流れている
　　ことが確認できた．これによって，微小部品を組み込んだマイクロ流路を作製するこ
　　とが可能となり，より多様な形状のマイクロ流路を作製する技術を新たに開発した．
　　また，この血球整列用マイクロ流路は，血球を検出する技術と組み合わせることによ
　　って血球計数デバイスの超小型化を実現することができる技術であると考えられる．
②フッ素樹脂を用いた血球変形能観察用マイクロ流体デバイス
　　厚さIOO　Pt　mのフッ素樹脂EFEPのフィルムに人口の直径が20μmで，出口の直径が
　　5μmの微小穴をレ・一一一一ザで加工した．赤血球の直径の1／10に近い値まで加工表面をな
　　めらかにすることができ，目標とした擬似毛細血管の流路が得られた，この加工技術
　　によって，従来は加工が困難であったフッ素樹脂をマイクロ流体デバイスに適用する
　　ことが可能となり，嬢水性，耐薬品性，光透過性に優れたマイクロ流体デバイスを実
　　現できた．
　　次に，赤血球の変形を観察することを目的とした擬似毛細血管流路をもつマイクロ流
　　体デバイスを作製し，血液送液実験を行った．その結果，直径約8μmの赤血球がそ
　　の変形能により出口直径5μmの擬似毛細血管流路を詰まることなく通過することが
　　確認できた．本デバイスによって，マイクロ流路内における赤血球の変形が実現でき，
　　血球変形能測定デバイスへの可能性を示した．
③重力を利用した流体駆動方法と血球整列
　　三又構造マイクロ流路をもつマイクロ流体デバイスを使用し，送液用の小径チューブ，
　　または生理食塩水および血液用リザーバを上方に位置することによって，小径チュー
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　　ブやリザーバ内の液体に加わる重力によって，流路内の液体を駆動できることが，C
　　AEおよび血液送液実験によって確認できた．さらに，　r｛IL球を整列させることを目的
　　として，三又構造流路をもつ重力駆動部集積型マイクロ流体デバイスにおける流路形
　　状の最適化を行った．その結果，重力駆動によって血液の流れ幅を平均7μmに絞る
　　ことができ，血球の最大流速は約3mm／sが得られた．本技術によって，従来のような
　　ポンプなどの大型の流体駆動機器を使用した場合よりも，非常に微量な液体試料で送
　　液が可能となり，さらに流体駆動ユニットをチップ内に集積化でき，μTASの更な
　　る小型化を可能にする技術を開発したt
④複合流路における重力駆動と血球変形能観察
　　三又構造流路と擬似毛細血管流路を複合したマイクロ流路から構成され，重力駆動を
　　利用した赤血球変形能観察用マイクロ流体デバイスを作製した．チップを垂直な状態
　　にすることによって，直径約8μmの赤血球が重力のノ」によって出口直径5μmの擬
　　似毛細血管流路を詰まることなく通過することが確認できた．さらに赤血球が擬似毛
　　細血管流路に対して同一方向から流入し，同一方向へ流出することによって，赤血球
　　が擬似毛細血管流路を通過する時に発生する血球の衝突や干渉を軽減することができ
　　た．本技術によって，60mm×24mm×0．6mmのチップに3種類のユニットを集積化で
　　き，本技術は各種機能を有する数種類のデバイスから構成される｛fn液検査用μTAS
　　の開発を実現する上で不可欠な集積化技術である，
　第4章では，血球計数デバイスの開発について述べた．3章で検討したマイクロ流体デ
バイスにおいてマイクロ流路内を整列して流れる血球数を計測するために，本研究では小
径ファイバとレーザ光を用いた検出システムを考案した．血球検出用マイクロ流体デバイ
スとレーザ受光用電子回路を作製し，マイクロ流路内を流れる血球の検出を試み，本シス
テムによる血球計数の可能性について検討した．以下の結果が得られた．
（i）小径ファイバを挿入したマイクロ流体デバイスの作製
　　外径140μmの石英ガラス製バルクファイバの端面研磨加工を検討し，コア部分では
　　表面粗さ約0．04μmRa，約1．0μmPV，うねり0．05μmPVの鏡面が得られた．次に，
　　エキシマレーザ加工と樹脂ラミネート法を用いて，血球検出のための小径ファイバと
　　血球整列のための小径パイプを挿入したマイクロ流体デバイスを作製した．マイクロ
　　流路およびファイバ固定用溝は目標とする形状に加工することができ，デバイスに対
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　　する小径ファイバの固定や流路に対するファイバの位置決めも確実にできた．本手法
　　によって，検出部分の小型化が実現できた．
（ii）小径ファイバとレーザ光による血球検出
　　レーザ受光用電子回路を作製し，小径ファイバと小径パイプを挿人したマイクロ流体
　　デバイスに自己血と生理食塩水を送液し，流路内を流れる血球の検出を試みた．小径
　　パイプから吐出する血液と主流路の生理食塩水との合流部分において，血球の流れが
　　生理食塩水によって全周から絞られ，血球が一列に並ぶ状態が確認できた．さらに，
　　整列した赤血球が下流部のファイバ位置を通過した時の電圧波形変化を確認すること
　　ができた．これによって，従来の研究例のような流路外部やデバイス外部からの検出
　　方法ではなく，チップ内に配置した小径ファイバとレーザ光を用いて，整列して流れ
　　る赤血球を流路内で検出するシステムを新たに開発した．
（iii）ダブルファイバによる検出システム
　　2組の検出用小径ファイバを挿入したマイクロ流体デバイスを作製した．波長532nm，
　　405nmのレーザとこのデバイスを使用して，整列して流れる赤血球を検出する実験を
　　行った．その結果，顕微鏡に取り付けた高速度ビデオカメラを用いて赤血球を観察し
　　た結果とファイバによる赤血球検出結果とが一致していることが確認でき，さらに，
　　赤血球の流速測定に関する結果も一致していることが確認できた．このダブルファイ
　　バによる検出システムは，今後の血球計数への応用を研究していく段階において，検
　　出精度のような機能向上や性能向上に役立つ技術であると期待できる．また，ファイ
　　バの配置やレーザ波長を今後検討し，他の検出にも応用することによって，カウント
　　以外の血球分析などへの発展が期待される．
　以上のように，本研究では新しいマイクロ流路作製技術を提案し加rプロセスの最適化
と，血液検査用マイクロ流体デバイスへの応用の可能性を示した．レーザによるマイクロ
加工技術の最適化，およびレーザ加工と樹脂ラミネート法を用いた3次元立体流路作製技
術は，高速・高精度な加工ができマイクロ流路設計における自由度も向ヒし，高機能なマ
イクロ流体デバイスの実用化につながる重要なプロセスである．また，ラミネートフィル
ムや一般的に加工が困難であるフッ素樹脂フィルムへのマイクロ加工技術と，フィルムを
積層する樹脂ラミネート法とを活用することによって，流路ごとに用途に応じた材料を選
択できるようになった．この作製技術は高機能なマイクロ流体デバイスの実用化につなが
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る重要なプロセスである．さらに，これらの技術をもとに作製した数種類のマイクロ流体
デバイスは，小型・高精度な血液検査システムに適用可能であることが見出され，今後は
医療分野への応用を検討したい．そして，血球を整列させて流すことができるマイクロ流
路と本研究で考案した小径ファイバとレーザ光を用いた検出システムは，本研究以外にも
幅広く応用できる技術であり，将来の発展が期待できる．また，赤血球の変形を観察でき
る擬似毛細血管流路は，血液検査の1っである血球変形能測定への応用が可能である．ま
た，本研究で考案した重力を利用した流体駆動技術は，非常に微量な液体試料で送液する
ことができ，さらに流体駆動ユニットをマイクロ流体デバイス内に集積することができる
ため，在宅医療の発展やPOCT（Point　of　care　testing）の発展には欠かせない技術であると
考えられる．
　本研究の成果は，高度医療技術を支える医療用μTASの研究開発において広く活用で
き実用化を促進する技術として寄与でき，また，化学やバイオをはじめとする様々な応用
分野における研究開発にも役立てることができると考えられる．しかし，まだ課題は残さ
れており，今後はデバイスの生産性，検査用周辺装置の小型化，実検査による評価，生体
適合性などをはじめとする課題に取り組みたい．これにより本研究の成果は，今後の技術
発展に貢献できると期待される．
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